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ANTICORPS RECONNAISSANT SPECIFIQUEMENT LE PSA INACTIF, ET LEURS APPLICATIONS 

La presente invention se rapporte & des anticorps ou fragments d'anticorps qui 
se lient specifiquement k l'antigene specifique de la prostate (ou PSA, pour Prostate Spe- 
5 cific Antigen) sous sa forme libre inactive, ainsi qu f aux hybridomes produisant de tels 
anticorps. 

La presente invention se rapporte egalement a des reactifs pour tests immu- 
nologiques contenant de tels anticorps ainsi qu'a des tests immunologiques comprenant la 
mise en oeuvre de tels reactifs. 
10 La presente invention se rapporte en outre a une m&hode de diagnostic d'un 

adenocarcinome de la prostate chez un sujet soupfonn6 d'etre atteint d'une telle patholo- 
gic 

La presente invention se rapporte egalement a une methode de diagnostic 
permettant de differencier entre une pathologie benigne de la prostate et un ad£nocarci- 

15 nome de la prostate chez un sujet soupfonnS d'etre atteint d'une de ces maladies. 

La presente invention se rapporte enfin au kit de diagnostic permettant de 
diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate chez un sujet soup9onn£ d'Stre atteint 
d'un adenocarcinome ou permettant de differencier entre une pathologie benigne de la 
prostate et un adenocarcinome de la prostate chez un sujet soup?onn6 d'etre atteint par 

20 une de ces maladies. 

Le PSA est produit par l'6pith61ium glandulaire de la prostate humaine, pro- 
bablement sous une forme zymogene inactive (Lundwall et al. FEBS LeH 1987), et est 
s&rete dans le liquide seminal sous sa forme active (Lilja, J. Clin Invest 1985). L'activite 
biologique du PSA dans le liquide seminal est liee a sa fragmentation prottolytique limi- 

25 tee des proteines predominantes secretees par les vesicules seminales (Lilja, J. Clin Invest 
1985 ; Lilja et al J. Clin Invest 1987 ; Mc Gee et al. Biol, reprod. 1988). 

Le PSA est le principal marqueur du cancer de la prostate qui affectera, au 
cours de sa vie, un homme sur six en Occident. Cette protease de la famille des kallikrei- 
nes, principalement s^cretee par Tepithelium prostatique, est retrouvee a une concentra- 

30 tion de 0,5 a 5 mg/ml dans le liquide seminal et a une concentration un million de fois 
moindre dans le s6rum d'un patient. Ainsi, le PSA est trouv6 normalement a une concen- 
tration inferieure a 2,5 ng/ml dans le serum. Cependant, cette concentration augmente en 
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principe notablement lors d ! un cancer de la prostate et moderement lors ^alterations be- 
nignes telles que Thypertrophie de la prostate benigne (BPH) ou la prostatite aigue. 

La sequence prot&que du PSA a ete determinee. II s'agit d*une glycoprotein 
comportant 237 acides amines ("Molecular cloning of human prostate specific antigen 
5 cDNA\ Lundwall A., LiljaH., 1987. FEBS Lett 214 : 317-322). 

II a et6 propose une methode de diagnostic consistant a mesurer la concentra- 
tion en PSA serique et a la comparer & une valeur-seuil qui est de 4 ng/ml. Toutefois, on a 
constat^ que cette methode de diagnostic conduit a suspecter a tort trois patients sur qua- 
tre ce qui est prejudiciable. De plus, cette methode ne permet pas de diagnostiquer 30 a 

10 45% des cas de cancers confines a la glande, ce qui constitue pourtant un stade precoce 
de la maladie potentiellement curable dont le diagnostic serait done particulierement sou- 
haitable. Le caractere peu satisfaisant de cette methode est d'ailleurs demontre par l^tude 
rapportee dans Particle "Prostate Cancer Detection in Men With Serum PSA Concentra- 
tions of 2.6 to 4.0 ng/ml and Benign Prostate Examination", Catalona etal, JAMA, 14 

15 Mai 1997 - Vol. 277, No. 18, qui montre que la valeur-seuil doit Stre inf6rieure a 4 ng/ml 
pour depister pr6cocement un cancer de la prostate. 

Par ailleurs, il a ete montre recemment que dans le serum, le PSA s'associait a 
des inhibiteurs de protease, tels que l'a-l-antichymotrypsine (ACT), et l'a-2 macroglo- 
buline (A2M). Ces associations entrainent l'inactivation de l'activitS chymotiypsique du 

20 PSA, comme cela a ete demontre dans Particle "Enzymatic activity of prostate specific 
antigen and its reactions with ultracellular serine proteinase inhibitors" A. Christensson, 
C.B. Laurell, H. Lilja, 1990 Eur. J. Biochem 194 : 755-763. L*usage du ratio PSA libre 
sur PSA total a alors 6t6 propose afin d'ameliorer la sp^cificite du diagnostic. 

Ainsi, la demande de brevet WO-A-97/12245 decrit une methode permettant 

25 de diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate sans biopsie. Cette m6thode consiste & 
mesurer, dans le serum ou dans le sang des patients, la quantite totale de PSA Si cette 
valeur est comprise entre 2,5 et 20 ng/ml, on mesure egalement la concentration de PSA 
libre. On calcule ensuite le ratio PSA libre sur PSA total. Si ce ratio est inferieur a 7%, le 
diagnostic s'oriente vers un adenocarcinome de la prostate. 

30 Toutefois, l'utilisation d'un seuil k 7%, pour le diagnostic d\in cancer de la 

prostate, est controversy par de nombreux auteurs, comme le montre la publication de 
Lein et ah "Relation of free PSA/total PSA in serum for differentiating between patients 
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with prostatic cancer and benign prostate hyperplasia : which cutoff should be used 
Dans ce document publte dans la revue Cancer Investigation, 16(1), 45-49, 1998, il a ete 
demontr6 qu f il est difficile, par le biais de ce ratio, de difF6rencier systematiquement un 
cancer de la prostate d'une BPH. 
5 Pour ces raisons, la demanderesse s'est interessee dans une demande de brevet 

WO-A-00/02052, deposee sous priorite du 3 Juillet 1998, a la presence dans le serum de 
forme clivee du PSA. Les formes moteculaires de PSA serique de patients atteints de 
cancer ou de BPH ont et6 cartographies par electrophorese bidimensionnelle, associee a 
une detection par chimioluminescence, afin d'observer l'ensemble des formes de PSA 

10 c'est-4-dire les formes libres, complexees et clivees. 

Les profils d'electrophorese de serums de sujets atteints d'adenocarcinome de 
la prostate sont relativement homog^nes, presentant essentiellement la forme non clivee 
du PSA, tandis que ceux de sujets atteints de BPH peuvent comporter une proportion re- 
lativement importante de forme clivee et des spots legerement plus basiques sans forme 

15 clivee. L'augmentation du ratio PSA libre s6rique sur PSA total s6rique observ6 chez les 
patients atteints de BPH serait done essentiellement li6e k Texistence de PSA clive, qui 
pourrait etre enzymatiquement inactif et done incapable de se lier & TACT ainsi qu f a la 
presence d*une forme de PSA libre legerement plus basique que la forme PSA libre ac- 
tive, qui pourrait correspondre k la forme zymogSne, inactive, du PSA 

20 En fonction de ces observations, la demanderesse a decrit des methodes de 

diagnostic d'adenocarcinome de la prostate comprenant la quantification, apres separation 
par Electrophorese bidimensionnelle, du PSA libre clive et/ou non clive et l*utilisation de 
ces valeurs afin d'6tablir un diagnostic. 

Toutefois, ces methodes requterent la mise en ceuvre d'&ectrophorese bidi- 

25 mensionnelle. Elles sont par consequent assez cofiteuses et necessitent beaucoup de 
temps de manipulation. 

On a maintenant decouvert qu'il etait possible de disposer de m&hodes de 
diagnostic d ! ad6nocarcinomes de la prostate ne presentant pas les inconvenients precites 
et disposant d ! une excellente spdeificite et sensibilite par Utilisation de reactifs immu- 

30 nologiques. On a en effet decouvert qu'il est possible d f obtenir des anticorps dirig^s speci- 
fiquement contre le PSA libre inactif On a Egalement decouvert que de tels anticorps 
peuvent etre avantageusement utilises notamment dans des methodes de diagnostic du 
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cancer de la prostate et du BPH. 

La presente demande a ainsi pour objet des anticorps ou fragments d'anticorps 
qui se lient specifiquement au PSA Ubre inactif, lesdits anticorps etant des anticorps po- 
lyclonaux purifies ou des anticorps monoclonaux. 

Par fragments d'anticorps, on entend en general dans la presente demande, 
tout fragment d'anticorps ayant conserve la specificite de I'anticorps d'origine et en parti- 
culier des fragments de type Fab et F(ab') 2 . Dans la presente demande, le mot "anticorps" 
designe par la suite egalement des fragments d'anticorps lorsque le sens le permet. 

Par l'expression "anticorps se liant specifiquement a une forme donnee de 
PSA", on designe bien entendu un anticorps qui se lie essentieUement a ladite forme de 
PSA Par exemple, le produit qui se trouve lie a I'anticorps est constitue d'au moins 80 %, 
et de preference d'au moins 90 %, de ladite forme de PSA. 

Par "PSA Ubre inactif ', on entend dans la presente demande une forme libre 
du PSA c'est-a-dire non complexee, autrement dit non associee a ses inhibiteurs tels que 
l'ACT. De plus, cette forme Ubre est inactive. Par le terme "inactif, on designe une forme 
de PSA qui presente une activite proteolytique (en particulier de type chymiotrypsique) 
nettement inferieure a celle du PSA Ubre present dans le serum de sujets sains, par exem- 
ple inferieure d'au moins 80% ou davantage. 

La presente invention a notamment pour objet des anticorps ou des fragments 
d'anticorps monoclonaux qui se lient specifiquement au PSA libre inactif. 

La presente invention a egalement pour objet les hybridomes produisant des 
anticorps monoclonaux tels que definis prec^demment. 

L'obtention d'hybridomes est bien connue et ne sera pas rappelee ici. On se- 
lectionne les hybridomes qui reconnaissent specifiquement le PSA libre inactif, comme 
indique ci-apres. On a decouvert que certains clones produisaient des anticorps qui, fixes 
sur une colonne de chromatographie, ne retenaient qu'une fraction du PSA total serique 
de differents individus, et que cette fraction etait, avec certains de ces anticorps, une 
forme libre et sensiblement inactive (telle que definie precedemment) du PSA 

Par ailleurs, on a constats que les fractions de PSA non retenues par ces anti- 
corps contenaient encore du PSA libre et avaient conserve pratiquement toute l'activite 
proteolytique du serum de depart. 

On a pu obtenir ainsi des fractions enrichies en PSA libre inactif qui ont servi 
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ensuite i tester systematiquement des clones d'hybridomes obtenus comme precedem- 
ment. 

Parmi les hybridomes obtenus apres immunisation de souris avec du PSA 
d'origine seminale commercialise par la societe SCIPAC, on a constate qu'environ 1,5% 
5 produisaient des anticorps se liant specifiquement au PSA libre inactif ainsi obtenu. 

La presente invention a egaleraent pour objet un reactif pour test immunolo- 
gique contenant des anticorps ou fragments d f anticorps tels que definis precedemment. 

Dans les reactifs selon Invention, les anticorps ou fragments d'anticorps se 
liant specifiquement au PSA libre inactif peuvent etre utilises tels quels ou bien notam- 
10 ment sous forme fixes sur un support solide et/ou lies a un marqueur. 

La fixation d'anticorps ou de fragments d'anticorps sur un support solide est 
bien connue. Le support peut etre realise avec tout materiau solide, biologique ou synthe- 
tique, doue de propriety adsorbantes ou capables de fixer un agent de couplage. Des 
materiaux sont connus et decrits dans la litterature. Parmi les materiaux solides capables 
15 de fixer les anticorps par adsorption, on citera par exemple le polystyrene, le polypropy- 
lene, les latex, etc. Parmi les materiaux permettant de fixer les anticorps par covalence a 
l'aide d*un agent de couplage, on peut citer notamment le dextran, la cellulose, etc. Le 
support peut se presenter par exemple sous forme de disques, de tubes, de billes ou de 
plaques, en particulier de plaques de microtitrage. 
20 La liaison d f un anticorps ou d"un fragment d'anticorps a un marqueur, qu'il 

soit radioactif, enzymatique, colore ou de tout autre type communement utilise dans des 
techniques immunologiques, est bien connue et d^crite dans la litterature. 

La presente invention a en outre pour objet un test immunologique pour la 
determination quantitative du PSA libre inactif, dans un echantillon biologique prelev<£ 
25 chez un sujet, dans lequel on met en contact ledit echantillon avec un reactif tel que defini 
precedemment et Ton evalue la quantite de PSA libre inactif lie aux anticorps du reactif. 

Uechantillon biologique preleve chez le sujet, est generalement un echantil- 
lon de sang ou de serum. Si desire, il peut bien entendu avoir subi une etape de concen- 
tration ou de dilution prealablement a sa mise en contact avec le reactif contenant des 
30 anticorps ou fragments d'anticorps se liant specifiquement au PSA libre inactif. 

La quantification du PSA libre inactif lie auxdits anticorps ou fragments 
d'anticorps peut etre realisee de differentes manieres bien connues. 
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Par exemple, la quantite de PSA libre inactif peut etre evaluee par des tests de 
type sandwich. Selon un mode de realisation particulier, on met en contact un r6actif pour 
test immunologique, dans lequel les anticorps ou fragments d'anticorps se liant specifi- 
quement au PSA libre inactif sont fixes sur le support, avec 1'echantillon biologique dont 
5 on souhaite determiner la teneur en PSA libre inactif, puis apres lavage Ton met en 
contact ledit support avec un second anticorps marque se liant au PSA. Apres un nouveau 
lavage, on mesure la quantite de marqueur fix6 et on en d^duit la teneur en PSA libre 
inactif par comparaison avec une courbe etalon etablie prealablement. 

Selon un autre mode de realisation des tests immunologiques de ^invention, 
10 on evalue en outre la quantity d*une forme de PSA autre que la forme libre inactive pre- 
sente dans un echantillon de raeme nature prelev6 chez le meme sujet. 

Par l'expression H 'echantillon de meme nature pr&eve chez le meme sujet", on 
entend soit deux fractions d'un meme prelevement, soit deux echantillons issus de deux 
prelevements differents mais qui doivent Stre de meme nature, par exemple des echantil- 
15 Ions s^riques. 

Bien entendu, lorsque les quantites mesurees sont destinees a etre comparees, 
il convient que ces valeurs soient comparables. En d'autres termes, il convient que les 
valeurs mesurees soient rapportees a une meme dilution ou concentration eventuelle de 
r£chantillon ainsi qu'a un meme volume. 
20 Les formes autres que la forme libre inactive du PSA sont notamment le PSA 

complex^, le PSA libre total, le PSA libre actif et le PSA total, c'est-a-dire Tensemble des 
formes actives ou inactive, libres ou complexees, du PSA. 

Le dosage de chacune de ces diflterentes formes notamment a Taide d'anti- 
corps spteifiques, est connu, 
25 Le PSA complexe est dose par exemple 4 l'aide d'anticorps decrits dans la 

demande de brevet WO-A-98/22509. 

Le PSA total est dos6 par exemple a Taide d'anticorps d£crits par H. Nagasaki 
et al. (1999), Clin. Chem. 45 : 4486-496. 

Le PSA libre est dose par exemple a l'aide d'anticorps decrits dans la de- 
30 mande de brevet WO 92/01936, ou a l'aide d'anticorps monoclonaux commercialises par 
CHUGAI (Japon). 

La pr^sente invention a en particulier pour objet un test immunologique tel 
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que ctefini precedemment dans lequel on dose en outre le PSA libre actif. La quantity de 
PSA libre actif peut etre Svaluee de differentes manieres. 

Ainsi, selon un premier mode de realisation, la quantite de PSA libre actif est 
6valuee i l'aide d ! anticorps se liant sp£cifiquement au PSA libre actif qui peuvent etre 
obtenus par immunisation a l'aide de fractions de PSA total ou de fractions enrichies en 
PSA libre actif. La quantite de PSA libre actif peut Stre 6galement 6valu6e de fa9on indi- 
recte par evaluation de la quantite de PSA libre total, de laquelle on soustrait la quantite 
de PSA libre inactif deja evaluSe comme precedemment. 

La presente invention a en outre pour objet un test immunologique pour de- 
terminer le rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantite de PSA libre total, 

ou le rapport de la quantite de PSA libre inactif k la quantite de PSA libre ac- 
tif, 

ou le rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA libre total, 
ou le rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantity de PSA total, 
ou le rapport de la quantite de PSA libre inactif & la quantite de PSA com- 

plexe, 

ou le rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA total, 
ou le rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA complexe, 
ou les inverses de ces rapports, ou des combinaisons de ces rapports, 
dans un echantillon biologique preleve chez un sujet, dans lequel : 

- on lvalue la quantite de PSA libre inactif dans un echantillon biologique 
preleve chez un sujet, en mettant en contact ledit echantillon avec un re- 
actif selon Tinvention tel que defini precedemment, 

- on evalue lHine des quantites choisies parmi la quantity de PSA libre acti£ 
la quantite de PSA libre total, la quantite de PSA total et la quantite de 
PSA complexe, sur un echantillon de meme nature preleve chez le mSme 
sujet, et 

on determine ledit rapport ou ledit rapport inverse, ou ladite combinaison 
de rapports. 

La presente invention concerne differentes methodes de diagnostic qui, de fa- 
$on generate, s'appliquent a des sujets presentant une concentration s£rique en PSA supe- 
rieure a 2 ng/ml ou a 2,5 ng/ml. 
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La presente invention a egalement pour objet une methode de diagnostic d f un 
adenocarcinome de la prostate chez un sujet soup9onne d'etre atteint dudit adenocarci- 
nome, sans pratiquer de biopsie, dans laquelle on met en oeuvre un ou plusieurs tests im- 
munologiques tels que definis ci-dessus. 

On a en effet decouvert que la concentration (par exemple serique) en PSA li- 
bre inactif est nettement plus elev^e dans le cas d'une BPH que dans celui d"un adenocar- 
cinome de la prostate. 

L ! invention concerne done notamment une methode de diagnostic de la BPH 
ou de differentiation entre un cancer de la prostate et une BPH, dans laquelle on mesure 
la teneur en PSA libre inactif dans un echantillon provenant d'un individu, et on compare 
cette teneur a une echelle de valeurs predetermines, lesdites valeurs etant celles obser- 
vees chez les patients affectes par une BPH reconnue et celles observees chez les patients 
affectes par un adenocarcinome de la prostate reconnu, et on conclut du resultat de cette 
comparaison soit k la presence d'une BPH soit a la presence d'un adenocarcinome de la 
prostate. Cette methode revient en pratique a comparer la valeur mesuree a une va- 
leur-seuil. 

Bien entendu, ces variations de la teneur en PSA libre inactif influencent dif- 
ferents rapports tels que des rapports de la quantite de PSA libre inactif a la quantite de 
PSA libre total ou & la quantite de PSA total. On peut encore determiner d f autres rapports, 
comme cela sera precise ci-apres. 

On sait que, de fa$on generale, les resultats des tests immunologiques depen- 
dent en grande partie des caract^ristiques de sp6cificit6 et d'aflfinit^ des anticorps utilises, 
et que ces caracteristiques influent sur les valeurs mesur^es avec ces anticorps. On 
con9oit done qu'il n'est pas possible de donner des valeurs-seuils precises et que des va- 
leurs-seuils adaptees a chaque anticorps utilise peuvent etre determinees dans chaque cas 
par de simples experiences de routine. 

II faut bien comprendre que Ton appelle ici valeur-seuil soit une valeur dis- 
crete soit un intervalle de valeurs correspondant a une zone d'indetermination. Bien evi- 
demment, lorsque la valeur mesuree est incluse dans 1'inteivalle d'indetermination, ou est 
tres proche de la valeur-seuil dans le cas d*une valeur discrete, on ne peut pas conclure 
definitivement et il convient de conduire des investigations supplementaires. 

Bien entendu, quand on a determine une valeur-seuil pour un type de rapport 
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donne, on peut en deduire des valeurs-seuils correspondant k d'autres types de rapports. 

La presente invention a notamment pour objet une methode de diagnostic 
telle que definie precedemment, dans laquelle, en outre, on compare la valeur du rapport 
ainsi determinee a une valeur-seuil predeterminee choisie, selon le type de rapport utilise, 
5 de fafon que les valeurs dudit rapport superieures ou, respectivement, inferieures, a ladite 
valeur-seuil soient representatives des valeurs observes chez les patients affectes par un 
adenocarcinome de la prostate reconnu, et de fa?on qu'inversement les valeurs dudit rap- 
port inferieures ou, respectivement, superieures, a ladite valeur-seuil soient representati- 
ves des valeurs observees chez les sujets reconnus comme n'etant pas afFectees par un 

10 adenocarcinome de la prostate, et Ton conclut du r6sultat de ladite comparaison soit k la 
presence soit k l'absence d'un adenocarcinome de la prostate. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de diagnostic per- 
mettant de differencier entre une pathologie benigne de la prostate et un adenocarcinome 
de la prostate, chez un sujet soup$onne d'etre atteint par l*une de ces maladies dans la- 

15 quelle on met en oeuvre un test immunologique tel que defini precedemment. 

La presente invention a en particulier pour objet une telle methode dans la- 
quelle, en outre, on compare la valeur d'un des rapports mentionnes precedemment a une 
valeur de differentiation predeterminee choisie, selon le type de rapport utilise, de fafon 
que les valeurs dudit rapport qui sont superieures ou, respectivement, inferieures, a ladite 

20 valeur de differentiation soient representatives des valeurs observees chez les patients af- 
fectes par une pathologie benigne de la prostate reconnue, et de fa?on qu'inversement les 
valeurs dudit rapport qui sont inferieures ou, respectivement, superieures, a ladite valeur 
de differentiation soient representatives des valeurs observtes chez des sujets reconnus 
comme etant affectes par Tadenocarcinome de la prostate reconnu, et Ton conclut du re- 

25 sultat de ladite comparaison soit a la presence d'une pathologie b£nigne de la prostate soit 
a la presence d'un adenocarcinome de la prostate. 

En pratique, les valeurs de differentiation, sont analogues aux valeurs-seuils 
discuses ci-dessus. 

La presente invention a encore pour objet une methode de diagnostic d'un 
30 adenocarcinome de la prostate chez un sujet soup9onne d'etre atteint dudit adenocarci- 
nome, dans laquelle : 

- on determine la quantite de PSA libre actif et/ou la quantite de PSA libre 
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inactif dans un echantillon preleve chez ce sujet, 

le cas echeant, on determine la quantite d'une forme de PSA autre que le 
PSA libre actif et autre que le PSA libre inactif dans un echantillon de 
meme nature preleve chez le m€me sujet, 
on determine la valeur de l*un des rapports suivants : 

• rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantite de PSA libre acti£ 

• rapport de la quantity de PSA libre inactif a la quantite de PSA libre total, 

• rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantite de PSA total, 

• rapport de la quantity de PSA libre inactif a la quantite de PSA complexe, 

• rapport de la quantity de PSA libre actif a la quantite de PSA libre total, 

• rapport de la quantity de PSA libre actif a la quantite de PSA total, 

• rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA complexe, 
ou les inverses de ces rapports, ou des combinaisons de ces rapports, 

- on compare la valeur du rapport ainsi determinee a une valeur-seuil pre- 
determine choisie, selon le type de rapport utilise, de fafon que les va- 
leurs dudit rapport superieures ou, respectivement, inferieures, a ladite 
valeur-seuil soient representatives des valeurs observees chez les patients 
affectes par un adenocarcinome de la prostate reconnu, et de fa$on qu'in- 
versement les valeurs dudit rapport inferieures ou, respectivement, supe- 
rieures, a ladite valeur-seuil soient representatives des valeurs observees 
chez des sujets reconnus comme n'etant pas afFect6s par un adenocarci- 
nome de la prostate et Ton conclut du resultat de ladite comparaison soit a 
la presence soit a 1'absence d*un adenocarcinome de la prostate. 
La pr£sente invention a en outre pour objet une m6thode de diagnostic per- 
mettant de differencier entre une pathologie benigne de la prostate et un adenocarcinome 
de la prostate, chez un sujet soup9onne d'etre atteint d'une de ces maladies, dans laquelle : 
on determine la quantite de PSA libre actif et/ou la quantite de PSA libre 
inactif dans un echantillon preleve chez ce sujet, 

le cas echeant, on determine la quantite d'une forme de PSA autre que le 
PSA libre actif et autre que le PSA libre inactif dans un echantillon de 
meme nature preleve chez le meme sujet, 
on determine la valeur de l*un des rapports suivants : 
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• rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantite de PSA libre actif, 

• rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantity de PSA libre total, 

• rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantity de PSA total, 

• rapport de la quantite de PSA libre inactif k la quantite de PSA complexe, 
5 • rapport de la quantite de PSA libre actif 4 la quantite de PSA libre total, 

• rapport de la quantity de PSA libre actif a la quantite de PSA total, 

• rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA complexe, 
ou les inverses de ces rapports, ou des combinaisons de ces rapports, 

- on compare la valeur du rapport ainsi d&enninee a une valeur de difFEren- 
10 ciation predeterminee choisie, selon le type de rapport utilise, de fa$on que 

les valeurs dudit rapport sont sup^rieures ou, respectivement, inferieures, a 
ladite valeur de differentiation soient representatives des valeurs observees 
chez les patients afFectes par une pathologie benigne de la prostate reconnue, 
et de fa9on qu'inversement les valeurs dudit rapport qui sont inferieures ou, 
15 respectivement, sup6rieures, £ ladite valeur de differentiation soient repre- 

sentatives des valeurs observees chez des sujets reconnus comme etant afFec- 
tes par un adenocarcinome de la prostate reconnu, et Ton conclut du rSsultat 
de ladite comparaison soit a la presence d\ine pathologie benigne de la pros- 
tate soit a la presence d'un adenocarcinome de la prostate. 
20 La presente invention a encore pour objet un kit de diagnostic permettant de 

diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate chez un sujet soup9onne d'etre atteint du- 
dit adenocarcinome, ou permettant de diffSrencier entre une pathologie benigne de la 
prostate et un adenocarcinome de la prostate chez un sujet soup$onne d'etre atteint par 
Tune de ces maladies, ledit kit comprenant : 
25 - des moyens pour doser le PSA libre inactif dans un echantillon biologi- 

que, 

- des moyens pour doser le PSA libre actif dans un echantillon biologique 
de meme nature, et Eventuellement 

- des moyens pour doser une forme de PSA autre que le PSA libre inactif et 
30 autre que le PSA libre actif dans un echantillon biologique de meme na- 
ture. 

Parmi les moyens utilisables dans ledit kit, on utilise en particulier des anti- 
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corps se liant spScifiquement k la forme de PSA que Ton souhaite quantifier. 

Les exemples suivants illustrent l'invention sans toutefois la limiter. 
Exemole 1 : Production et caractdrisation d'anticorps monoclonaux 
Production d'anticorps monoclonaux se liant & la PSA 
5 Des souris femelles BALB/c JYCo, ag6es de 4 a 6 semaines (IFFA Credo) 

sont immunisees par injection intraperitoneale avec 15 ^ig de PSA purifie (PSA d'origine 
seminale fournie par SCIPAC) emulsifiees avec un volume 6gal d f adjuvant complet de 
Freund, suivi par cinq injections d f adjuvant incomplet, les injections etant espacees de 
deux semaines. Quatre jours apres la demiere injection, les cellules de la rate sont prele- 

10 vees et fiisionnees, selon la methode de K6hler et Milstein, avec des cellules de la lign6e 
celiulaire de myelome de souris Sp 2/0-Agl4. Puis les cellules sont mises en culture pen- 
dant 12 i 14 jours, Les surnageants des cultures sont recuperes puis soumis a un test selon 
une methode ELISA dans laquelle la phase solide est revetue avec l'antigene utilise pour 
l'immunisation. Les colonies positives c'est-a-dire reagissant positivement vis-d-vis du 

15 PSA, sont sous-clonees deux fois par dilution limite. On cultive des clones selectionnes 
en ascites de fa<?on connue. La fraction IgG de chaque fluide ascitique est purifie par 
chromatographic sur colonne proteine A-Sepharose 4 FF, selon les instructions du fabri- 
cant (PHARMACIA). 

Exemole 2 : Determination de la specificity des anticorns monoclonaux vis-a-vis des 
20 formes libre. complex^e et totale du PSA 

Des plaques a 96 puits (Nunc) sont revetues avec lOOjil d*une solution com- 
prenant 1 mg/L de PSA non complex^ (fournie par SCIPAC), de complexe PSA-ACT 
(fourni par les Laboratoires SCRIPPS) ou dACT (egalement fourni par les Laboratoires 
SCRIPPS) dans 0,05 mol/L de tampon carbonate, PH 9,6. Apres incubation pendant une 

25 nuit a temperature ambiante, les plaques sont lavees trois fois avec une solution saline 
tamponnte au phosphate (PBS ; 50 mmol/L tampon phosphate, PH 7,2, 150 mmol/L 
NaCl) contenant 0,5 ml/L de Tween 20 (PBS-T), et bloquee pendant 1 heure a 37°C avec 
du PBS contenant 10 g/L d'extrait de lait lyophilis6. Puis les plaques sont lavees une se- 
conde fois avec du PBS-T. On ajoute dans chaque puits de chaque plaque 100 \xl de 

30 fluide ascitique dilu6 de 10" 1 a lO' 6 dans du PBS-T, puis on incube pendant une heure a 
37°C. On lave ensuite les plaques avec du PBS-T, et on ajoute dans chaque puits de cha- 
que plaque 100 \xl d'IgG de chevre anti-souris conjugu6 k de la phosphatase alcaline 
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(Jackson ImunoResearch Laboratories) a une dilution de 1:2000 dans du PBS-T conte- 
nant 10 g/L d'albumine serique bovine (BSA) ; (SIGMA). On incube les plaques pendant 
une heure a 37°C puis on les lave avec du PBS-T. 

Le substrat, une solution de p-nitrophenyl-phosphate (SIGMA) est ajoutee 
5 pendant 30 minutes. L'activite enzymatique est bloquee avec une solution de NaOH a 1 
mol/L et Tabsorbance est mesuree k 405 nm avec un lecteur de plaques ELISA (BioMe- 
rieux). 

On a ainsi pu selectionner plusieurs anticorps qui reconnaissent le PSA libre, 
mais qui ne reconnaissent ni le PSA complexe, ni TACT. 
10 Exemole 3 : Caracteri sation de la snScificite vis-a-vis des formes inactive et active du 
PSA 

Afm de poursuivre la caracterisation de la specificite des anticorps, on a pre- 
pare du PSA presentant les caract&istiques souhaitees. 

Ainsi, on fait synth&iser du PSA par la lignee cellulaire LNCaP selon la 

15 technique d£crite dans les articles "LNCaP Produces both putative zymogen and inactive, 
free form of prostate specific antigen" E. Corey et al., 1998, Prostate 35:135-143, "An- 
drogen-Sensitive human prostate cancer cell, LNCaP, Produce both N-terminaly mature 
a, d truncated prostate specific antigen isoform" A. Herrala et al., 1997, Eur. J. Biochem. 
255:329-335, "Production of miligram concentration of free prostate specific antigen 

20 (fPSA) from LNCaP cell culture : Difference between fPS A from LNCaP cell and semi- 
nal plasma." J. T. Wu et al., 1998, J. Clin. Lab. Anal. 12 : 6-13. 

Le PSA ainsi produit par la lignee cellulaire LNCaP est compose de PSA zy- 
mogene, de PSA mature enzymatiquement actif, de PSA entier inactif ainsi que de formes 
clivees ou tronquees inactives du PSA 

25 De plus, la culture de la lignee est realisee en presence de serum de veau foe- 

tal, qui contient de TACT, une proportion de complexe PSA-ACT etant ainsi egalement 
presente. Ce PSA d'origine cellulaire est done un bon outil pour mettre en evidence la 
sp6cificite de reconnaissance des differents anticorps monoclonaux anti-PSA libre obte- 
nus a Texemple 2. 

30 Des cellules LNCaP sont mises en culture dans un milieu synth&ique auquel 

a 6te rajoute du serum de veau foetal. Les differents surnageants de culture contenant le 
PSA secr&e, sont rassembles, divises en fractions identiques de 380 ml. 
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Des immunoabsorbants sont realises en couplant de fafon identique des anti- 
corps monoclonaux anti-PSA obtenus a Texemple 2 sur resine de s^pharose. On forme 
ainsi des colonnes d'affinite contenant des quantites de resine identiques. Chaque fraction 
de PSA cellulaire est immunopurifiee sur une de ces colonnes d'affinite, et le PSA fix6 
5 par chaque anticorps monoclonal est elue de la colonne, d'abord par une solution acide 
(glycine 0,1 M et pH 2,8), puis par une solution basique (DEA 0,1 M et pH 11). Les 
eluats sont ensuite imm^diatement neutralises pour preserver l'activite du PSA 

Le PSA contenu dans les differentes fractions obtenues est analyse : apr£s 
avoir 6t6 quantify, son activite enzymatique est mesuree. Puis les differentes formes de 
10 PSA contenues dans les eluats sont caracterisees par Western Blot aprds electrophorese 
sur gel SDS-PAGE. 

(i) Quantity de PSA contenu dans les 61uats 

La quantite de PSA dans chaque fraction acide ou basique est determine par 
une m&hode ELISA utilisant un anticorps polyclonal anti-PSA afin de s'assurer que le 
15 PSA sera dos£ dans sa totalite. 

Dans le tableau 1 ci-apres, on donne les resultats obtenus avec 3 anticorps 
particuliers, sp^cifiques de la forme libre du PSA, obtenus a Texemple 2. 

T ART, g ATT 1 

Dosage du PSA immunopurifie avec les anticorps monoclonaux anti-PSA (fractions "6lu- 
20 tions acides" et "ilutions basiques") 





ELUTION ACIDE 


ELUTION BASIQUE 


Anticorps mono- 
clonaux 


Concentra- 
tion Gigfail) 


Volume frac- 
tion (ml) 


Quantite 
PSA&uee 


Concentra- 
tion (jig/ml) 


Volume 
fraction 
(ml) 


Quantity 
PSAelu^e 


1 


0,289 


3,6 


1,0 


0,003 


9,5 


0,0 


2 


0,412 


7,1 


2,9 


0,001 


10,0 


0,0 


3 


0,593 


5,1 


3,0 


0,006 


9,4 


0,1 


Surnageant cel- 
lulaire de depart 


0,061 


380,0 


23,2 









Les resultats du tableau 1 montrent que le PSA est retrouve exclusivement 
dans les fractions "Eluats acides 11 , et que tous les anticorps monoclonaux n f ont pas retenu 
la raeme quantite de PSA. 



WO 01/77180 



- 15- 



PCT/FR01/01094 



(ii) Activite enzymatique specifique du PSA puriffe a l'aide ces anticorps 
L'activite enzymatique du PSA contenu dans les fractions "elution acide" est 
mesuree sur un substrat de type chymotrypsine, S-2586 (MeO- Sue- Arg-Pro-Tyr- 
pNA.HCl) obtenu chez Chromogenix AB (MSlndal, Sudde). Cette activite est determinee 
5 sur 60 d'echantillon, et l'activite specifique est calculee a partir de la concentration de- 
terminee dans le paragraphe precedent. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 2 ci-dessous. 

TABLEAU 2 

Activite enzymatique specifique du PSA cellulaire immunopurifie 



Anticorps monoclonaux 


Activite specifique du PSA 




(A DO/min/ug de PSA x 1000) 


1 


21,6 


2 


1,2 


3 


0,9 


Sumageant cellulaire de depart 


11,6 



10 

Les resultats montrent que l'activite enzymatique specifique de I'eluat acide 
obtenu avec 1'anticorps anti-PSA n° 1 est deux fois plus elevee que l'activite du suma- 
geant cellulaire de depart, avant immunopurification. 

Cet anticorps a done enrichi le PSA purifie en forme enzymatiquement active. 
15 De plus, cet anticorps n° 1 reconnait une forme libre du PSA. Par consequent, 1'anticorps 
n° 1 reconnait essentiellement la forme libre active du PSA 

L'activite enzymatique specifique des eluats acides obtenus avec les anticorps 
n° 2 et 3, est trds faible. Cela montre que ces anticorps ont retenu essentiellement du PSA 
sous sa forme inactive. Corame ces anticorps sont sp6cifiques d*une forme libre du PSA, 
20 ils reconnaissent essentiellement le PSA sous sa forme libre inactive. 

De plus, on sait que la trypsine est capable de transformer le PSA zymogene 
en PSA enzymatiquement actif Cest pourquoi, afin de determiner si le PSA zymogene 
avait ete retenu, lors des operations de chromatographie d'affinite decrites ci-dessus, par 
les anticorps monoclonaux anti-PSA, l'activite enzymatique des "eluats acides 11 a ete me- 
25 suree en presence de trypsine. L'activite specifique des eluats, determinee avec ou sans 
trypsine, est identique. Par consequent, les eluats acides obtenus avec les anticorps n° 1, 2 
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et 3, comme decrit ci-dessus, ne contiennent pas de PSA sous forme zymogene. 

Done aucun des anticorps 1, 2 ou 3 ne reconnalt la forme zymogene du PSA. 

2) Immunoanalvse effectuee apres glectrophorese sur pel SDS-PAGE : 

Les differentes formes de PSA presentes dans les eluats issus des colonnes 
sur lesquelles sont fix6s les anticorps n° 1, 2 et 3 ont &e s6parees par electrophorese sur 
gel d'acrylamide en conditions reductrices, et la detection du PSA par Western Blot est 
r6alis£e avec un anticorps monoclonal reconnaissant le PSA total. 

Les Western Blot realises confirment que du PSA est present dans tous les 
echantillons testes provenant de l'61ution acide, dans des proportions en correlation avec 
les quantites determines dans le tableau 1, alors que les echantillons provenant des elu- 
tions basiques n'en contiennent pas. 

Les Western Blot realises confirment egalement que les anticorps n° 1, 2 et 3 
n f ont pas retenu le coraplexe PSA-ACT. Enfin, par comparaison avec le PSA obtenu 
comme indique a l'exemple 3 utilise comme temoin, les 61utions acides contiennent des 
formes de PSA ayant un poids moleculaire normal (33 kDa), et egalement des formes 
ayant un poids moleculaire inferieur. 
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REVENPICATIONS 

1 . Anticorps ou fragments d ! anticorps qui se lient specifiquement au PSA 
libre inactif, lesdits anticorps etant des anticorps polyclonaux purifies ou des anticorps 
monoclonaux. 

5 2. Anticorps ou fragments d'anticorps selon la revendication 1, qui sont des 

anticorps monoclonaux. 

3. Hybridome produisant des anticorps monoclonaux tels que definis dans 
la revendication 2. 

4. R6actif pour test immunologique contenant des anticorps ou fragments 
10 d'anticorps tels que definis dans la revendication 1 ou 2. 

5. Reactif pour test immunologique tel que defini dans la revendication 4, 
dans lequel lesdits anticorps ou fragments d'anticorps sont fixes sur un support et/pu sont 
lies a un marqueur. 

6. Test immunologique pour la determination quantitative du PSA libre 
15 inactif, dans un 6chantillon biologique preleve chez un sujet, dans lequel on met en 

contact ledit 6chantillon avec un r&tctif tel que defini dans la revendication 4 ou 5, et Ton 
evalue la quantite de PSA libre inactif lie auxdits anticorps ou fragments d'anticorps. 

7. Test immunologique selon la revendication 6, dans lequel, en outre, on 
lvalue la quantity d*une forme de PSA autre que la forme libre inactive, presente dans un 

20 echantillon de meme nature preleve chez le meme sujet. 

8. Test immunologique selon la revendication 7, dans lequel ladite autre 
forme de PSA est choisie parmi le PSA libre actif, le PSA libre total, le PSA complexe et 
le PSA total. 

9. Test immunologique selon la revendication 8, dans lequel ladite autre 
25 forme est le PSA libre actif. 

10. Test immunologique pour determiner le rapport de la quantite de PSA 
libre inactif a la quantite de PSA libre total, 

ou le rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantity de PSA libre 
acti£ 

30 ou le rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA libre total, 

ou le rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantite de PSA total, 
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ou le rapport de la quantity de PSA libre inactif a la quantite de PSA 
complex^, 

ou le rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA total, 
ou le rapport de la quantity de PSA libre actif a la quantity de PSA complex^, 
5 ou les inverses de ces rapports, ou des combinaisons de ces rapports, 

dans un echantillon biologique pr£lev£ chez un sujet, dans lequel : 

on lvalue la quantit6 de PSA libre inactif conformement & la 

revendication 6, 

on 6value l*une des quantites choisies parmi la quantite de PSA libre actif, 
10 la quantite de PSA libre total, la quantity de PSA total et la quantite de 

PSA complex^, sur un echantillon de meme nature prelev6 chez le meme 
sujet, 

et 

on determine ledit rapport, ou ledit rapport inverse, ou ladite combinaison 
15 de rapports. 

11. Method e de diagnostic d*une pathologie benigne de la prostate ou de 
differentiation entre une pathologie benigne de la prostate et un adenocarcinome de la 
prostate chez un sujet, dans laquelle on mesure la teneur en PSA libre inactif dans un 
Echantillon provenant dudit sujet. 
20 12. M6thode selon la revendication 11, dans laquelle on met en ceuvre un test 

immunologique tel que defini dans la revendication 6. 

13. Methode selon Tune quelconque des revendications 11 ou 12, dans 
laquelle, en outre, on compare ladite teneur a une echelle de valeurs pr&Ieterminees, 
lesdites valeurs etant celles observees chez les patients affectes par une pathologie 

25 benigne de la prostate reconnue et celles observees chez les patients affectes par un 
adenocarcinome de la prostate reconnu, et Ton conclut du resultat de cette comparaison 
soit a la presence d*une pathologie benigne de la prostate soit a la presence d*un 
adenocarcinome de la prostate. 

14. Methode de diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate chez un sujet 
30 soupfonne d'etre atteint dudit adenocarcinome, sans pratiquer de biopsie, dans laquelle on 

met en ceuvre un test immunologique tel que defini dans la revendication 10. 

15. Methode selon la revendication 14, dans laquelle, en outre, on compare la 
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valeur du rapport ainsi determinee & une valeur-seuil predetermine choisie, selon le type 
de rapport utilise, de fa9on que les valeurs dudit rapport superieures ou, respectivement, 
inferieures, a ladite valeur-seuil soient representatives des valeurs observees chez les 
patients affectes par un adenocarcinome de la prostate reconnu, et de fa$on 
5 qu'inversement les valeurs dudit rapport inferieures ou, respectivement, superieures, a 
ladite valeur-seuil soient representatives des valeurs observees chez des sujets reconnus 
comme n'etant pas affectes par un adenocarcinome de la prostate, et 1'on'conclut du 
resultat de ladite comparaison soit a la presence soit a l'absence d'un adenocarcinome de 
la prostate. 

10 16. Methode de diagnostic permettant de differencier entre une pathologie 

benigne de la prostate et un adenocarcinome de la prostate chez un sujet soupgonne d'etre 
atteint par l*une de ces maladies, dans laquelle on met en oeuvre un test immunologique 
tel que defini dans la revendication 10. 

17. Methode selon la revendication 16, dans laquelle, en outre, on compare la 

15 valeur du rapport ainsi determin£e a une valeur de differentiation predeterminee choisie, 
selon le type de rapport utilise, de fa9on que les valeurs dudit rapport qui sont superieures 
ou, respectivement, inferieures, k ladite valeur de differenciation soient representatives 
des valeurs observees chez les patients affectes par une pathologie benigne de la prostate 
reconnue, et de fa9on qu'inversement les valeurs dudit rapport qui sont inferieures ou, 

20 respectivement, superieures, & ladite valeur de differentiation soient representatives des 
valeurs observees chez des sujets reconnus comme etant affectes par un adenocarcinome 
de la prostate reconnu, et Ton conclut du resultat de ladite comparaison soit k la presence 
d*une pathologie benigne de la prostate soit a la presence d'un adenocarcinome de la 
prostate. 

25 18. Methode de diagnostic d'un adenocarcinome de la prostate chez un sujet 

soup9onne d'etre atteint dudit adenocarcinome, dans laquelle : 

- on determine la quantite de PSA libre actif et/ou la quantite de PSA libre 
inactif dans un echantillon preleve chez ce sujet, 

- le cas echeant, on determine la quantite d*une forme de PSA autre que le 
30 PSA libre actif et autre que le PSA libre inactif dans un echantillon de 

merae nature preleve chez le meme sujet, 

- on determine la valeur de l*un des rapports suivants : 
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• rapport de la quantit6 de PSA libre inactif a la quantity de 
PSA libre actif, 

• rapport de la quantity de PSA libre inactif a la quantity de 
PSA libre total, 

5 • rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantity de 

PSA total, 

• rapport de la quantity de PSA libre inactif a la quantite de 
PSA complexe, 

• rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA 
10 libre total, f 

• rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA 
total, 

• rapport de la quantity de PSA libre actif a la quantity de PSA 
complex^, 

15 ou les inverses de ces rapports, ou des combinaisons de ces rapports, 

- on compare la valeur du rapport ainsi d6tennin£e a une valeur-seuil 
predetermine choisie, selon le type de rapport utilise, de fafon que les 
valeurs dudit rapport superieures ou, respectivement, inferieures, & ladite 
valeur-seuil soient representatives des valeurs observees chez les patients 

20 afFectes par un ad6nocarcinome de la prostate reconnu, et de fa9on 

qu'inversement les valeurs dudit rapport inferieures ou, respectivement, 
superieures, a ladite valeur-seuil soient representatives des valeurs observees 
chez des sujets reconnus comme n'6tant pas afFectes par un ad6nocarcinome 
de la prostate, et Ton conclut du r£sultat de ladite comparaison soit a la 
25 presence soit a l'absence d*un adenocarcinome de la prostate. 

19. M&hode de diagnostic permettant de difFerencier entre une pathologie 
b&iigne de la prostate et un adenocarcinome de la prostate chez un sujet soupfonne d'etre 
atteint &une de ces maladies, dans laquelle : 

- on determine la quantite de PSA libre actif et/ou la quantite de PSA libre 
30 inactif dans un echantillon prelev£ chez ce sujet, 

- le cas 6cheant, on determine la quantity d*une forme de PSA autre que le 
PSA libre actif et autre que le PSA libre inactif dans un echantillon de 
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meme nature prelev6 chez le meme sujet, 

on determine la valeur de l*un des rapports suivants : 

• rapport de la quantite de PSA libre inactif k la quantite de 
PSA libre actif, 

5 • rapport de la quantity de PSA libre inactif k la quantity de 

PSA libre total, 

• rapport de la quantite de PSA libre inactif a la quantite de 
PSA total, 

• rapport de la quantity de PSA libre inactif a la quantite de 
10 PSA complexe, 

• rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA 
libre total, 

• rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA 
total, 

15 • rapport de la quantite de PSA libre actif a la quantite de PSA 

complex^, 

ou les inverses de ces rapports, ou des combinaisons de ces rapports, 

on compare la valeur du riapport ainsi determinee k une valeur de 
differenciation predeterminee choisie, selon le type de rapport utilise, de 

20 fa9on que les valeurs dudit rapport qui sont sup&ieures ou, 

respectivement, inferieures, k ladite valeur de differenciation soient 
representatives des valeurs observees chez les patients affect£s par une 
pathologie btaigne de la prostate reconnue, et de fa9on qu'inversement les 
valeurs dudit rapport qui sont inferieures ou, respectivement, superieures, 

25 a ladite valeur de differenciation soient representatives des valeurs 

observees chez des sujet s reconnus comme etant affect es par un 
adenocarcinome de la prostate reconnu, et Ton conclut du resultat de 
ladite comparaison soit k la presence d'une pathologie b£nigne de la 
prostate soit a la presence d*un adenocarcinome de la prostate. 

30 



20. Kit de diagnostic permettant de diagnostiquer un adenocarcinome de la 
prostate chez un sujet soup$onn6 d'etre atteint dudit adenocarcinome, ou permettant de 



I* > 
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differencier entre une pathologie b6nigne de la prostate et un adenocarcinome de la 
prostate chez un sujet soup^onnS d'etre atteint par Tune de ces maladies, ledit kit 
comprenant : 

- des moyens pour doser le PSA libre inactif dans un echantillon 
5 biologique, et/ou 

- des moyens pour doser le PSA libre actif dans un Echantillon biologique 
de meme nature, et eventuellement 

- des moyens pour doser une forme de PSA autre que le PSA libre inactif et 
autre que le PSA libre actif dans un echantillon biologique de meme nature. 

10 21. Kit selon la revendication 20, dans lequel lesdits moyens sont des 

anticorps. 
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